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IsoUert^ rHotonroteln B......p .,., y..^.....,^ 

Ke Erfindung be«ffl das Photop«W„ BoJinopsin. d««n N^eotid- u», Anuno- 

saureseque,>z.sowiedi.Akavi«undVe™»d«ngd.sPho«^.^Bolinop^ 

Photoproteine 

Biotanhe^eoz bcz«chn« man das Phtocmen dcr Uchte^g^g duxch 
I^bewescn. Sie ist das Erg^^s von biochenn«=hen ReaWonen in ZeU*. b« den«, 
die cb^nsche Ene^gie b Fo™. von Uch.<,ua..en abgegeb» ™d (sog. Wte 
Ennss,on d«ch Ch«no,unnneszenz). Dera«ig =rz«.g,« U*. is. mon„ch™na«scb; 
a™ ^ bei eine„ dislae.cn E,el*„n«..Ob«gang abges.raM, to.„n ab.r duroh 
setad^e I.uch«^bs.ofi. ^ ^ 

Ga?«ng Aequora) in Itogerweffige Spektaib««d„ v«schc*en wmi«^ 

Die biologisohc FtaWon is. vielflWg: de. M«res«efe z^sohen 200 und 1 000. 
(M^lagial) leuchten rund 90% aUer l^bewesen. Die Leucb«gna.e werden hier 
zur Par^^nn^ Kader eingese.^.. Auch GlOhwOnncben nnd 

I^M^ nuuen die Uch.sig„ale ^ j,^ ^ ^ 

von Balaenen. Pilzen Und einzemgen Algen is. dagegen nnklar. Es wiM 

es zur Koordinaaon von vielen Einzel-Wividn«. «ne. g„,Ben P6p„laiion 
eingeseca winl Oder eine Art biologische Uhr daisteUt 

Bine Vielzahl an Coelentoate. is. biohnnineszen, (Morin e. al.. ,974). Diese 
Or^».en ennMe™ btaues odcr grOne. licht Das ,962 als ers.es lich. 
TZT^^'^ idenSfizi^ Ae^uorin ans Ae^uoria vic«a (Sbi„,on,„ra e. 
si 19«) enumcrte ais isoUertes Proto ein biauas Lich. »dnich. gr.u.es lich. wia 
phtao.«HScl. beobaoMe. bei Ae<,„„ria viCoria. Sp«cr konn.e das gr«n 
flnoreszierende Pro.ei„ (GPP) ^ ^^ouoria vicuna isoHert .erd«, das aufg^d 
der Anregnng durch das Aeqnorin die Meduse pMno.>pisch grte e^en lass. 
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1993) und Obelin (lUarionov et al 1995^ iA^tic^- ^ , 



TabeMel; 



Ubersxcht tiber einige Photoproteine. Angegeben ist der Naxne, der 
Organismus aus d«n das Protein isoliert worden ist und die Iden- 
tifikationsnmnmer (Acc. No.) des Dateabankeintrages 




Clytih 
Aequorin 
Aequorin 



Mitrocomin 
Pholasin 



Clytia gregaria 
Aequorea macsrodactyla 
Aequorea parva 
Mitrocoma cellularia 
Pholas dactylus 
Symplectoteuthis oualaniensis 



Identiiikations Nr. 



AAL86372 



CAA49754 



AAK02061 
AAK02060 
AAA29298 



AAM18085 
AX305029 



TabeUe 2r 



Obcrsicht <a«r einige Photoproteine. Angegebe. is, d« Or^us 
aus dem das Protein i,oU^ ^ Photop^teins 

und eme AuswaU an PaJenten bzw. Anmelduagen 



Organismus 



Obelia geniculata 



Fluoreszierendes Protein 



Aequoria victoria 



Pholas dactylus 



Obelin 



Aequorin 



Pholasin 



Patent / Anmeldung 



WO03006497 



WO200I68824 
US-0908909 
US 6,152,358 
JP-0176125 
WO0028025 
GB-0024357 
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B^u^nes^ wW h.^ in d„ T=c« via.«Hg ,3. ^ 

«>g«annte»Reporter..beid„Unto™oh»ngzenu«rerG«.RcguIa«oa 

Ba ko.^. gezeig. weri«, dass duroh die Ve^de^g der Ah^^«^ 
P^.e„- me p„.,^ »d .oce^^e.. Bigensc^" ^ 

besoi^^en (US M«^55; US 5^«.309= US 5.093^0; SHn.on,„. . a,.. 

Die Liohter^g duxch die oben genannten PhotoproWne erfoig, du.^ die 
Ox.da«on™nCoeIentozin(Hadd«ketal..2001:Jonese.aI.. 1999). 

Reportersysteme 

sich nu atfe eanfacher b.cohenuscher ode, M..<.henuachcr Methoden Wch. naoh- 
we„enlaaae„.Man™eid«nnndes.e„s21,penv.„Re,<«ergenen. 

1. Resi^^gene. Al. Resi^e„.gene werdc Gene bezeiohn«, de™ Exp^sion 

«ner ZeUe die.R«i^ gegen Anabiofflca Oder andere S«b*nzen verleiht. 
de™. Anweaenhei. in. Wachaton^medium zum ZeUtod fflh«. wenn . das 
. Resistenzgeo fehlt 



2. 



Repo««gene. Die Prod^Uce von Reportergenen «erden in der 
G«,tectooIogie als M„„ierte Oder ^a^onierte Indil^ren verwende.. Zu 
..ten gebr.ucWicha.en Reportergenen gehSr. die beU-GalaHosidaae (Alam e. 



al.. 1-990), alkalische Phosphatase '(Yang et al., 1997; Cullen et al 1992) 
W«Bsen und andere Photoproteine (Shinomura. 1985; PhiUips GN. 1997-' 
Snowdowneetal., 1984). . ' ' 

Als l^eszeo. b«eictae. mab die Ab«r^^ von mtoen to ^oh*„en 
Spd*albe«.ch, wobd die« du^h a-^g,. Ennttem„,dcme erfolgt to Unte. 

Strahlung kOrzerer Welleniange zugefUhit. 

M«i Chetol^to^zenz ™d Biolutonesze^. Als Ch«„o.™to»z«. 

b^otoe,„^ei„eoh.to«heRe*«o„die^ein^ »g«.g.e„ MoIeMl «hr, das 
se.^ leuchW. wenn die a„,ereg,ea Elektonen ia den G™.dzus.and z-racWc^ 
W,„l dae^ Reaicaon durch ein Br^ ^y,^ ^ Bioi^e..^ 

D,eanderReaWo„beteiUg.enBaz^ewerdengene.cnalaWe«enbezeieto«t' 
Eioordong der Spedes Bolinopsis ImSindibiUiim 

Emneta^a - Radiata ^ Cenopbo^ ^ Ten.acula.a LcbaU - Botoopsida. ^ 
Bolinopsis infundibulum 

Isolierung der cDNA 

Z« Untarsuch^ng der BiCuntoeazenz-Aimvia. der Speziea Botoc^sia 
«u.», warden Bxen,,are to Weiflen Meer (Biologiaohe Sutton Karte*. 
R>^land) gefa^ ^ SttO«off geUgert 2„r ErsteU^g der cDNA- 

t ™"' wurde die po^a). RKA nn. Hilfe dea 

tm^t A ■ Isolattonamefliode von Novagen <US A) iaoliert 

Z-r HersUUung der eDNA wWe eine RT-PCR durchgefflte. Hierzu warden I ^g 
^2 ^-"^ "P*- (Superscrib. Gold IQ nach f„.gend«n Schen.. 
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. 1- 30 Sekunden 

2.. 6 Minuten 

3- 10 . Sekunden 

4. 6 Minuten 



95°C 
.68°C 
95°C 
68°C 



17 Zyklen von Schritt 4 nach Schritt 3 

Die Reaktionspiodukte wurden zur Inaktivierung der Polymerase fUr 30 Minuten bei 
370c mit Proteinase K inkubiert und die cDNA mit Ethanol prazipitiert Die 
Expression-cDNA Bank wurde mit Hilfe des ,.SMART cDNA Library Construction 
Kits" der Firma Clontech (USA) nach Herstellerangaben durchgefiihrt. Die 
Klonienmg erfolgte in den Expressionsvektor pTriplEx2 (Clontech; USA) Die 
Expressionsvektoren wurden durch Elektroporation in Bakterien des Stammes E. coK 
XLl -Blue transformiert. 

Die Bakterien wurden auf LB-Nahrbdden plattiert und fOr 24 Stunden bei 37°C 
inkubiert. AnschUeBerid wurde eine Replikaplattierung durchgefiihrt, indem die 
Bakterien mit Hilfe eines Nitrocellulosefilters auf eine weitere Nahrbodenplatte 
abertragen wurde. Die Replikaplatte wurde wiederum fiir 24 Stunden bei 37^ 
inkubiert und die gewachseaen Bakterienkolonien in LB-Fliissigmedium flbertragen 
Nach der Zugabe von IPTG (Endkonzentration 0,1 mM) wurden die Bakterien fflr 
4 Stunden bei 37X auf einem Schtittler inkubiert Die Bakterien wurden durch 
ZentnfUgation geemtet Und die Bakteriemnasse in 0.5 ml AufschlusspuflFer (5 mM 
EDTA, 20 mM Tris-HCL pH 9.0) bei OX resuspendiert. AnschUeBend erfolgte der 
Aufschluss der Bakterien durch Ultraschall. 

Die Lysate wurden nach der Zugabe von Coelenterazine (Endkonzentration 10E-07 
M) bei 4''C fUr 3 Stunden inkubiert. AnschlieBend erfolgte die Messung der 
Biolumineszaiz nach der Zugabe von Calziurnchlorid (Endkonzentration 20 mM) im 
Luminometer. 
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Es ein Photoprotein identifiziert. Das Photoprotein wnrde ^ Bolinopsin 

be».chnetBnFolgenden»irdd^Pho.op™teinBohnopsinimeinzebendarges.eUt 

Bolinopsin 

Das Photoptotein Bolinopsin zeig. die hSchsie Homologie auf AnnnosSureebene z« 
A«,uonn a„s Aequoria victoria nut einer Mentitit von 44 % (gezeigt in Beispiel 8- 
F.g. 7). Anf Nukldnssnreebene Uegt die Identitat unter 30 % (gezeigt in Beispiel 9^ 
TltT" ^"^""^""^ <^ BLAST-Verfahren verwendet (Altschul « 

Die Erfinto:g betrim anch tunktioneUe Aquivalente von BoBnopsia FnnWoneUe 
Aqu-valente sind seiche Protejne. die v«gleichbare ph^chemische Hgenschatten 
haben und nnndestens 70 % homolog sind zu SEQ ID NO: 2. Bev«zugt ist eine 
Homologie von mindestens 80% oder 90 %. Besonders bevorzugt ist eine 
Homologie vonmindestens 95 %. 

Das Photoprotein BoUnopsin eigne, sich als Repor.e,gen fflr zelluUre Systeme 
spczten fte Rezeptoren. Mr lonenlcanae. fUr Wporter. ftr Transkriptionsfetoren 

Oder fiir induzierbare Systeme, 

Das Photoprotein Bolinopsin eignet sich als Reportergen in balt^ieUen und 
eukaryotischen Systemen spezieU m Stagerzellen. in Bakterien, ii Hefen, in Bakulo 

inPflanzen. ' 

Das Photoprotein Bolinopsm eigne, sich als Reportergene m zelluliire Systeme in 
Kombinaflon mi. biolumineszenten oder chemoluminesze^ Systehen spezieU 
Systemen mit Diziferasen. mi. Oxygenasen, mit Phosphatasen. 
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D,. Photoprotein Bolinopsin eigne. «ch als Fusion=p^,ein spedeU fflr Rezeptoreo. 
fto lonentoale. to Wporter. «r Tra„skriptionslakto,.n, fdr ftotem^en. idr 
1^ «r Pho^hodiestei^eo. fto Hytolascn.. fflr Peptidasen, fflr Tn«.fe««, 
fiir Membranproteine, fiir Glykoproteirie. 

Das Photoproteia Bolinopain dgac rich zur tonobffisienmg spezieU- durch 
AiflA6rp«-, dmch Bioa,, dwchmagneds<ae Oder magnetW«bare lY^^ 

D« Photoprotein BoUnoprin eigne, sich al, Proto fflr Systame des Bnergie.ra„sfe,. 
sp«ien der. ERET- (Fluorescence Resonance Energy Transfer). BRBT- 
ffiiolnnnnescence E^nance gnergy Iransfer). FET (field effect ttmsistors) FP 
(fluorescence polarization). HTRF Olomogeneons time«solved flu„resc»ce) 

Systemen. 

Das Pho.opro.ein Bolinopsin eigne, sich ate Madd«„ng von Substaten oder 
IJganden speaeU iilr Proteaaen, ifllr Kinasen, fOr Tiansfeasen. 

» ^ 

Das Photoprotein Bolinopsin eigne, rich zur Expression in balCeriellin Sytenren 
spezieU zur TiteAesdnunnng, als Substra. fOr biochemische Systeme spezieU fto 
Proteinasen und Kinasen. , 

DasPhotopro.einBolinopsineigne.sichalsMark.rspeziellgekoppehanAmika.per 
gekoppel. an Enzyme, gd„^pel. an Rezeptoren, gekoppeK an fonenkanffle nj 

andere Proteine. 

Das Photoprotein Bolinopsm eigne, sich als R^rtergen bei der phannakologischen 
Wnkstoffiuche speziell im HTS (Hi^i Throu^ut Screening). 

Das Photopn,tem Bolinopsm eigne, sich als Komponen.e von Detekttonssystemen 
^en fflr EUSA (enzyme-linked immunosorben, assay). fOr hnmunohis*>chemle 
Or Westen-Blot Or die konfokale Mikioskopie. 



Le A 36 7Q7 



-8- 



Wechscl^nkungen q,ezieU far Protem-ftototo-WechselwiAungeo, fltf DNA 
acid; RNA : nbonucleic acid; ). 

Das Photoprotein BoBnopsin eignet sioh als Ma*er Oder F„.ionsp„.ein to die 

a^on m .ransgcnen Or^e. sperien » M.u»en, in Ra««, in Ham^arn ^ 
anderen SSugetier™, in Primaten. in Fischen. in Wannem, ir, Pfta^ 

Da, Pho.opro.ein Boiinopsin eigne, sioh ala Marker pder P„aionap™.«n zur Anal>« 
der Embryonalentwicklung. . . 

D^ho.opro.inBo>inopain eigne. aiC aia «,er einen Koppl™g.vem.«er 

sp«reUuberB.otn.abaNHS(N-hydroxysulfi«„ccinude)..n^ 

Das Photoprotein Bolinopsin eiimet sich al« , 

spezienanDNA.anRN^ ^'^ * ^^pon- gekoppel. an Nuiddnsi^en 

Das «.o.opr„,ein Bolinopsin ei«.e. sich als Repor.er ge^e,. an Proline Oder 
Jf epuae. 

Das Photoprotein Bolinopsin eimet sich aIq t>«,«^» 

^^^^ ^ Reporter zur Messung von intra- oder 

extrazellularen Calziumkonzentrationen. . 

IZTT ^ Chara^erisiemng von SignaUcaskaden 

m zelluiaren Systemen. 
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B^Pho„ Bolinopsin eisnc .ch Ma*i.n.g von phann^„,„^.,«. 
.ezieu von in«.«^ ^^^^^ 

Das Pho.op«..«n BoBiop^n cign=. sich geoiogische Un.«such»,en .pezieU to 
M<!«es-,Gmndwasser-undFlnssstr6mungen. . 

D^I*„.pp„^^ Bc.inop.in eigne, .ioh ^ Expression in Bxp^„nssys.«ne. 
J«.en n, n..„.o Txan^Monssysten.^ in bak«eU«. Sys.e.». in Heft 
Sys.e»en.uiBa,aUoSy.ten>en.inviralenSy«en,en.inenka^asel»^ 

D. Ph„,op.«n Boiinopain eigne, aioh zur Viaua.isienn.g von Geweben oder 
Z^Uen be. chmngiacta Eingriffin ape^eU bei invaaiven. bei nich.-invaaiven. bei 
mimmal-invasiven. 

^ PboU>p™«n BoHn<^ eigne, .cb .nob .u. M^ide^ng von T^o.^ben 

rJT" t"*"'" "-os^-en 
Untersuchun&beioperativenEingriffen. , 

^e^Mndnng be«ffl auob die Reinignng dea Pbo.op™..in BoUnopain ape^eH ala 
wMtyp Proton, als Puaionaprotein, ala nmtogeniaiertea Protein. 

d^ Koan.ea apezieU von B«.e^a..en. von Loaonen. von Seifen. von 
K6n)erarben, von Zahncreme. von Ke.peipudem. 
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Die Erfmdung betrifft auch die Verwendung des Photoprotein Bolinopsin zur 
Farbung spezieU von Nahrungsmitteln, von BadezusStzen. von Tinte, von TextiUen. 



Die Erfindung betrifft auch die Verwendung des Photoprotein Bolinopsin 
F&bung von Papier speziell von GruBkarten, von Papieiprodukten. von Tapeten. 
Bastelartikeln. 



zur 
von 



zur 



Die Erfindung betrifft auch die Verwendung des Photoprotein Bolinopsin 
Farbung von Flflssigkeiten speziell fur Wasseipistolen, ftir Springbrunnen, flir 
GetrSuke, fiirEis. 



Die Erfindung betrifft auch die Verwendung des Photoprotein Bohnopsin 
Herstellung von Spielwaren speziell von Fingerfarbe. von Schminke. 



zur 



Die Erfindung betrifft NukleinsSuremolektUe, die das Polypeptid offenbart durch 
SEQIDNO:2kodieren. 



Die Eifindung betrifft das Polypeptid mit der Aminosauresequenz, die in SEQ ID 
NO: 2 offenbart ist. 



Die Erfindung bezieht sich des weiteren auf NukleinsauremolektUe. ausgewahlt aus 
der Gruppe bestehend aus 

a). Nukleinsauremolekttlen. die ein Polypeptid kodieren. welches die 
Aminosauresequenz offenbart duich SEQ ID NO: 2 umfasst; 



b) NuMeinsauremolekulen. welche die durch SEQ ID NO: 1 dargesteUte 
Sequenz enthalten; 



Le A 36 792 



-11 



c) NuklemsauremolekOlen, deren komplementSrer Strang mit einem Nuklein- 
sauremolekttl aus a) oder b) unter stringenten Bedingungen hybridisiert und 
welche die biologische Funktion eines Photoproteins aufweisen; 

d) Nukleinsauremolekttlen, welche sich auf CJrund der Degenetierung des 
genetischen Kodes von den unter c) genannten unterscheiden; 

e) NukleinsauremolekOlen. welche eine. Sequenzhomologie von mindestens 
95 % zu SEQ ID NO: 1 zeigen, und deren Proteinprodukt die biologische 
Funktion eines Photoproteins aufweist; und 

f) Nukleinsauremolekulen, welche eine Sequenzhomologie von mindestens 
65 % zu SEQ ID NO: 1 zeigen, und deren Proteiiq)rDdukt die biologische 
Funktion eines Photoproteins aufweist. 

Die Erfindung betrifift .auch Nukleinsaui«molekQle. die eine Sequenzhomologie von 
mindestens 95 «/„. 90 o/o, 85 %, 80 %, 75 %, 70 %, 65 % oder 60 % zu SEQ ID NO:l 
aufweisen und fiir ein Polypeptid kodieren. welches die Eigenschaflen eines 
Photoproteins besitzt 

Die Erfindimg betriffl die oben genannten NukleinsauremolekOle, bei denea die 
Sequenz einen funktionalen Promoter 5' zu der das Photoprotein kodierenden 
Sequenz enthait 

Die Erfindung betrifft auch Nukleinsaniemolekttle wie vorhergehend beschiieben, 
die Bestandteil von rekombinanten DNA oder RNA Vektoren sind. 

Die Erfindung betrifft Organismen, die einen solchen Vektor enthalten. 



Die Erfindung bezieht sich auf Oligonukleotide mit mehr als 10 aufeinander- 
folgenden Nukleotiden. die identisch oder komplementSr zur DNA oder RNA 
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Sequenz der Bolinopsin MolekOle oder der weiteren erfindungsgemSBen Molekulea 
sind. 



Die Erfindung betrifft Photoproteine, die dutch die voihergehend beschriebenen 
Nukleotidsequenzen kodiert sind. 

Die Erfindung bezieht sich auf Verfahren zur Expression der erfindungsgemaBen 
Photoprotein Polypeptide in Bakterien; eukaryontischen Zellen oder in in vitro 
Expressionssj^temen, 

Die Erfindung betrifft auch Verfahren zur Aufreinigung/Isoherung eines 
erfindungsgemSBen Photoprotein Polypeptides. 

Die Erfindung bezieht sich auf Peptide mit mehr als 5 aufeinandeifolgendai Amino- 
saureo, die immunologisch durch Antikfiiper gegen die eifindungsgemgfien Photo- 
proteine erkannt werden. 

Die Erfindung betrifft die Verwendung der erfindungsgemSBen, fUr Photoproteine 
kodierende NukleinsSuren als Marker- oder Reportergene. insbesondere fUr die 
pharmakologische Wirkstoffsuche und Diagnostik. 

Die Erfindung betrifft die Verwendung der erfindungsgemSBen Photoproteine bzw. 
eine erfindungsgemaBe. filr ein Photoprotein kodierende Nukleinsaflre als Marker 
Oder Reporter bzw. als Marker- Oder Reportergen. 

Die Erfindung betrifft die Verwendung des Photoproteins Bolinopsin (SEQ ID NO: 
2) bzw. die Verwendung einer fiir • das Photoprotein BoUnopsin kodierenden 
Nukleinsaure als Marker oder Reporter bzw. als Marker oder Reportergen 
insbesondere fiir die pharmakologische Wirkstoffsuche und Diagnostik. 
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r^ B^, b«riffi die Venvcndung der in SEQ ID NO: 1 dargesteUten 
NuUen^ ^ Marker- oder Repor.erg«. in*«ondere IBr die phannakologi^he 

Wirkstoffeuche und Diagnostik. 

Gegenstand der Erfinduag sind auch polyklonale oder monoUonale AntikSrper 
welche em erfindungsgemaBes Polypeptid erkennen. 

Die Erfindung betriffl auch monoklonale - oder polyklonale AntikSrper. die das 
Photoprotein Bolinopsin (SEQ ID NO: 2) erkennen. 



Expression der erfmdungsgemafien Photoprot 



:eiiie 



Als Expression bezeiohnet man die ProdnWon eines MolekQIs. das mch dem Bin- 
brmgen des Gens in eine geeignete WirtezeUe die li^seHption nnd lianslation des 
m e,nen Expressionsvektor Idonierte Fremdgen erlaubt Bxpressionsvektoen en.- 

ha^UndietodieExp.essi«nv<n,GeneninZenenvo„Prokary„tenoderEul^^ 
erforderhchen Kontiollsignale. 

Expressionsvektoren kannen prinzipiel. auf zwei verschiedene Weisen konstruiert 
weMen. Be. d«, sogenannten TWcriptionsfusionen wixd das vom einkloni^ten 
F^gen oodierte Protein als authendsches, biologisoh aktives Pn,tei„ synthetisier. 
Der Expressionsvektor tragt hierzu aUe znr Express,™, benstigten s: nnd r. 

KontroUsignale. 

B« den sogenannten Wlations&sionen wird das vom einkionierten F^mdgen 
oodrorte Protein als H>*ridp™.ein zusammen mit einem snderen Protein exprimier. 
das s.eh l«eh. naoh^eisen «ss.. Die zur Expression benatigten S'- nnd 3--' 
KontroUsignale inktasive des Startcodons nnd evenmeU ein Teil der Or die N-ter- 
nnnalen Bereiche des zn bUdenden Hybridproteins codierenden Sequenzen stammen 
vom Vektor. Der zusStzUche eingefUtoe Prp.ein.eil stabiUsier. nicht nnr in vielen 
Fallen das vom einkionierten Fremdgen oodierte Protein vor dem Abban dmch 
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zen^ Proteasen. s«n^ ^ ^^^^^^ ^ ^ ^ ^ 

gebUd^e, Hyhridp^tcins o^en. Die Expression !^ .owcM «„sien, als a^h 
^.1 crfblg«. Als Wirtsorga-^en eignen sioh sowohl Balcterie«. Hefen, Vte, als 
auch eukaryotische Systeme. 



Reinigung der erGndungsgemaflen Photoprotei 



iine 



Ke IsoUcnmg von • Pr„,einen (a^ Ob««pr«sion) wW Muflg als 

Pro«gung bezeictoe.. Zur Proteteeinig^g sW« «ne Viel«hl a. ct*U«ten 
Method^ und Verfahren zur Verfugung. 

Pi. F«..Hflssig.lWung is. cine Gnmdcperation bci Proteimsoli^ Sowobl 
b« der Abtrenn^g der Zellen vom Kulnmnedi™ »ucb bei der Klteng des 
Rohextok.es nach Zellaufsehlus, und Enttenmng der Zea«i™„er. bei der Ab- 

Jr^ungvcnNiede^Uiigea,^hFiahn.gcnW.is.derVertd«na^ ; 
hch. Er erfolg. diirch Zenttifegaaon und Filttatton. 

Durch Gewinnung intozeUuUrer P,o.eine muss die ZeUwand zers,«r. bzw. dur^h- 
Wss-g genuu*. w«d«. ,e naeh MaBsW, ™d Organismus werden dazu Hochdmok- 
homogenisatoren oder R^hrwerksk,ge,. b^. G.asperle™«hlen eingese.zt In. 
I^omuBsttb ko^n-en u... meohanische ZeUintegrationen nnd Ul.,asohaU. 

behandlung zum Einsatz. . 

Sowom ar ex.razau«lto als a«* in.razeUul^ Proteine (nach Zellaulsemuss) sind 
ver^hiedene Faungsverfthr^r nu. Salzen (inabesondere Annnoninmsuia.) «ier 
organischen Ws»^,Wn (Alkohole, Aceton) eine . sohneUe nnd efflzien.e 
Me^de zur Konzentoti^. von Proteinea Bei der Reinigung in^azellu*,r Pr„.eine 
die Entfemung d«: laslichen Nukleinstoen ersfrabenswer. (Fallung zB mi. 
Str^tonycin- oder Protanunsulfe.). Bei der Gewinnung extozeUuteer Proteina 
werien hMg Tr^er (zB. S..rke. Kieselgur) vor Zugabe der Ffflungsmittel 
zugesebt. um besser handhabbare Niedersohlage zu erhaltei. 
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Fur die Feimemigm.g ^ ^bei,h, <*romatographische «»d Verteitaogs- 
veifttoen 2„r Verfflgung (Absoiptions- und Ionenausta„schohromal»gn„hie. Gel- 
filtrahon, Afamatschromatographie. Elekhophoresen). Eme SWrnohromatogr^Ue 
wd auch ta .ecMschen MaBstab ang«vandt Mr den LabonnaBstab iat vor aU«n 
die AifimatschnMnatogr^hie von Bedeutang. die Reinigungaftktoren bis zu 
mehreren 100 pro Schritt ennSglicht 

ECrazeltaMre Proteine ftU«> .in reMv v^dttnnten LSsungen an. Sie mtu.e„ ebenso 
wie «tazeu„lare Pnrteine vor itaer weiteren Veiwend».g konzenWer. werden 
Neben den achon erwttnte. Veriahren ha. aioh - auch im induaUeUen MaBato - die 

Ultrafiltration bewahrt. 

Anorganiache Sate als Begleitstoffe von IToWnen aind flir ^ezifiache 
Anwendungen Mnfig nnerwdnsAt Sie kannen u:a. dnrch GelfiMration, Dialyae nnd 
Diafiltration entfemt werden. 

Zahhreiche Proteine konmen als Trockenpraparate zum Einsatz. Als Trocknungs- 
ver^en dnd die Vakuum-. Gefiier- und SprOhtrocknung von Bedeutung. 

Nukleotid- iind Aminosauresequenzen 

Das Photoprotein Bolinopsin wird durch die folgende Nukleotidsequenz kodiert 
(SEQIDNO:!):. 
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5"- • 

ATGCCTCTAGACGAGACCAACAACGAAAGCTATAG^^^^ 

^ATTGGCAGTTTGATGTCGAGGACGTTCATCCTAAACAGCTTAGTCGGCTCT^^ 

AGATTCGACACCTTCGATCTAGACAGTGACGGTCGTATGGACAT^^^ 

TACTGGCCCGACAGAATGAGGCAGCTGGTGAACGCTTCTGACGAACAG^^^^^ 

ATGAGGGCTGC^GCTACACCTTCTTCCACAACAAAGGAGTGGATCCAG^^ 

CTCCTCAGAGACGACTGGGTTGAGGCTAACAGAGTATTTGCTGAG^^^^ 

AGGGAACGACGTGGCATGCCCTCCTTGATTGGTCTTTTGTCAGACGCTTACTACGAT 
GTCCTGGATGATGACGGTGATGGTACTOTTGATGTTGATGAACTCAAAA^ 
AAGGCTI^TGATGTGCCCCAGGAGGCTGCCTACACCTTCTTTAAGA^^^ 
GATAATAGTGGAAAACTGGAGAGAAGCGAACTGGTCCATCTCTTCAGA^^^ 
ATGGAATCCTACGATCCTCAGTGGGACGGTGTCTACGCTTACAAATATTAA-3 ^ . 

Daraus ergibt sich eine Aminosauresequenz von (SEQ ID NO- 2)- 

MPI^EimrESYRWI^SVGNDWQPDVEDVHPKQLSRLYKRFDTFDI^SDGI^^^^ 

YWPDRMRQLVNASDEQVEKMRAACYTFPHNKGVDPEKGLLRDDWVEAN^ 

RERRGMPSLIGLLSDAYYDVIJDDDGDGTVDVDELKTMMKAFDVPQEAAYTPFKi^^ 
DNSGKLERSELVHLFRKFWMESYDPQWDGVYAYKY 

Diese Sequenzen finden sich im Sequenzlistmg wieder. 
Kurze Beschreibung der Figuren 

Fig. 1: DieFig..! ^gt.die Plasmidkarte des Vektors pTripffiX2-Bolinopsin. 
Fig. 2: Die Fig. 2 zdgt die Plasmidkarte des Vektors pcDNA3-Bolinopsin " 
Fig. 3 : Die Fig. 3 zeigt die Exitation von Bolinopsin. Y : Intensitat; X : Wellenlange 

Fig, 4: Die Fig. 4 zeigt die Fluoreszenz von Bolinopsin. Y : Mensita^" X : 
Wellenlange [nm]. 

Fig. 5: Die Fig. 5 zeigt die Biolunnneszenz von Bolinopsin. Y : mtensitat; X : 
Wellenlange [nm]. 
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Fig. 6: Die Fig. 6 zdgt das Alignment von BoliBopsin und Aequorin (aequoria 
victoria) auf Nuklansaureebene. 

Fig. 7: Die Fig. 7 zeigt das Alignment von Bolinopsin und Aequorin (aequoiia 
victoria) auf Aminosaureebene. 

Fig. 8: Die Fig. 8 zeigt das Ergebnis der Biolumineszenzmessung von Bolinopsin 
nach bakterieller Expression. Y : Lumineszenz in RLU [relative Ught units]; 
X : Hi Lysat : 0 = uninduziertes KontrolUysat 

Fig. 9: Die Fig. 9 zeigt das Ergebnis der Biolumineszenzmessung von Bolinopsin 
nach bakterieller Expression in AbhSngigkeit vom eingesetzten 
Coelenterazinderivat. Y : Lumineszenz in RLU [relative light units]; X : 
Coelenterazinderivat : 1 = nativ. 2 = cp. 3 = f, 4 = fcp. 5 = hep. 6 .= h, 7 = i, 8 
= ip, 9 = n; Balken : schwarz : uninduziertes KontrolUysat; hell-grau : 10 jil 
Lysat; weiss : 20 ^il Lysat; dunkel-grau : 40 jil Lysat. 
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BeisDiele 
Beispiel 1 



Als Vektor zur Herstellung des ixn folgendea dargesteUten Konstruktes wurde das 
Plasmid pTriplEx2 der Finna Clontech verwendet. Das Derivat des Vektors wurde 
als pTriplEx2-Boliixopsin bezeichnet. Der Vektor pTriplEx2-Bolinopsin wuide zur 
Expression von Bolinospin in bakteriellen Systemen verwendet. 

Die Fig. 1 zeigt die Plasmidkarte des Vektors pTriplEX2-Bolinopsin . 
. Beispiel 2 

Als Vektor zur Herstellung des im folgenden dargesteUten Konstruktes wurde das 
Plasmid pcDNA3.1(+) der Fixma Clontech verwendet Das Derivat des Vektors 
wurde als pcDNA3-Bolinopsin bezeichnet. Der Vektor pcDNAB-Bolinopsin wurde 
zur Expression von Bblinospin in eukaiyotischen Systemen verwendet. 

Die Fig. 2 zeigt die Plasmidkarte des Vektors pcDNAS-Bolinopsin . 

Beispiel 3 

Bakterielle Expression 

Die bakterielle Expression erfolgte im E. coK Stamm BL2ipE3) durch Trans- 
fonnation der Bakterien mit den Expressionsplasmiden pTriplEX2-Bolinopsin und 
pTnplEX2. Die transfomrierten Bakterien wuiden in LB-Medium bei 37°C fiir 
3 Stunden inkubiert und die Expression fiir 4 Stunden durch Zugabe von IPTG bis zu 
emer Endkonzentration von 1 mM induziert. Die induzierten Bakterien wurden durch 
Zentrifugation geemtet, in PBS + 5 mM BDTA resuspendiert und durch Ultraschall 
aufgeschlossea Das Lysat wurde 3 Stunden mit Coelenterazin im dunkehi inkubiert 
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Direkt nach der Zugabe von 5 mM Calziumchlorid wurde die Biolunmeszenz im 
Liwinometer gemessen. Die Ihtegrationszeit der Messung betrug 40 Sekimden. 

Die Fig. 8 zeigt die Ergebnisse der Biolumineszenzmessung von Bolinopsin. 
BeisDiel 4 

Enkaryotische Eiqpression 

Die konstitutive eukaryotische Expression erfolgte in CHO-Zellen durch Trans- 
fektion der Zellen mit den Expressionsplasmiden pcDNA3-Bolinopsin nnd 
pcDNA3.1(+) in transienten Experimenten. ffierzu wurden 10000 ZeUen pro Loch in 
DMEM-F12 Medium auf 96 Ix>ch Mikrotiterplatten plattiert und tlber Nacht bei 
37°C inkubiert. Die Transfektion erfolgte mit Hilfe des Fugene 6 Kits (Roche) nach 
Herstellerangaben. Die transfizierten ZeUen wurden fiber Nacht bei 37-C in DMEM- 
F12 Medium inkubiert. 

BeisDiel S 

BLAST . • 

Ergebnis einer BLAST-Analyse von Bolinopsin auf der Aminosaureebene. 

>pdbHaF2|A Chain A, Crystal Structure Of W92f Obelin Mutarit Prom 
Obelia Longissima At 1.72 Angstrom Resolution, Length = 195, Score - 
85.1 bits (209), Expect » 8e-16, Identities . =. 52/177 (29%) 
Positives - 90/177 (50%), Gaps = 4/177 (2%) 

>ena,|CAD87698.l| unnamed protein.' product [synthetic construct],' 

IZTn : ° ^'^^ '''''' = Identities 

51/177 (28%) , Positives = 89/177 (49%) , Gaps - 4/177 (2%) 

>pdb|lJF0|A Chain A, Crystal Structure Of Obelin Prom Obelia 

Genxculata At 1.82 A Resolution, gb |aaL86372 . 1 | AP394688_1 apoobelin 
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[Obelia genlculata], Length = 195, Score =80.1 bits Use). Expect = 
2e-14, Identities = 51/177 (28%). Positives = 89/177 (49%), Gaps - 
4/177 (2%) 

>sp|P39047.|MyTR_MITCE Mitrocomin precursor, pirMS39022 mitrocomin 
precursor - Mitrocoma cellularia, gb | AAA29298 . l| apomitrocomin. 
Length =-198, Score - 78.6 bits (192), Expect = 7e-14, Identities = 
47/177 (26%), Positives - 91/177 (50%) ,, Gaps - 4/177 (2%) 

>sp|Q0812l|CLYT_CLyGR Clytin precursor (Phialidin) , pir| |S28860 
clytxn - hydromedusa (Clytia . gregarium) , emb | CAA4 9754 . 1 1 , clytin 
[Clytia gregaria], gb |AAA2 8293 . l | apoclytin. Length = 198, Score = 
77.4 bits (189), Expect » 2e-13, ■ Identities =53/177 (29%), 
Positives - 89/177 (49%), Gaps - 4/177 (2%) 

Beispiel 6 

BLAST 

ErgebmseinerBIAST^AiialysevonBolinopsmaufNiMemsaureeb . 

>gb|AC073341.10| Homo, sapiens BAC clone RP11-549I23 from 7, complete 
sequence. Length = 185574, Score = 52.6 bits (27), Expect = 4e-04, 
Identities « 33/36 (91%) 

>gb|AC092850.l3| Homo sapiens 12 BAC RP11-346B9 (Roswell Park Cancer 
institute Human BAC Library) complete sequence'. Length - 176733, 
score = 46.8 bits. (24), Expect - 0.023, Identities = 32/36 (88%) 
>gb|AC126564.7| Homo sapiens 12 BAC RP11-638F5 (Roswell Park Cancer 
institute Human BAC Library) complete sequence. Length - 121242, 
Score = 46.8 bits (24), Expect = 0.023, Identities = 32/36 (88%) 
>gb|AC093924.3| Genomic sequence for Mus musculus, clone RP23-239M9 
from chromosome 17, complete sequence , Length =166277, Score . 
.44.9 bits (23), Expect = 0.086, Identities = 31/35 (88%) 
>gb I AC060234.il I Homo sapiens chromosome 10 " clone RP11-523018 " 
complete sequence. Length = 170073, Score = 44.9 bits (23), Eb^pect 
= 0.086, Identities = 31/35 (88%) 
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>gb|AC084727.14| Homo sapiens chromosome 10 clone RP11-507P23 
complete sequence. Length = 188652, Score " = 44.9 bits (23), Expect 
= 0.086, Identities = 31/35 (88%) 



Beispiel 7 



Die Fig. 6 zeigt das Alignment von Bolinopsin mit Aequorin (Aequoria victoria) anf 
NukleinsMureebene. 



Beispiel 8 



Die Fig. 7 zeigt das AUgnment von Bolinopsin mit Aequorin (Aequoria victoria), auf 
Aminosaureebene. 



Beispiel 9 

Spektrum des Photoproteins Bolinopsin 

Zur Messung der spektralen Eigenschaften von Bolinopsin wurden E. coU 
BL21(DE3) mit den Plasmiden pTriplEX2-CGFP und pTriplEX2 transformi^t Die 
Ihduktion erfolgte durch die Zugabe von 1 mM IPTG und ^er Inkubation von 
4Stunden bei .37«>C. AnschUeBend wurd^ die Bakterien geemtet und in PBS 
rcsuspendiert Die Lyse erfolgte durch Ultraschall. AnschlieBend erfolgte die 
Messung der Fluoreszenz bzw. Biolumineszenz. Das Maximum der Exitation lag bei 
352 mn. der Fluoreszenz bei 452 mn und das der Biolumineszenz bei 468 nm. 

Die Fig. 3 zeigt die Exitation von Bolinopsin 
Die Fig. 4 zeigt die Fluoreszenz von Bolinopsin 

Die Fig. 5 zeigt die Biolumineszenz von Bolinopsin 



Le A 36 792 



-22- . 

BeisDiel 10 

Zur Identifizierung von Substraten fur Bolinopsin wurden 5 jxl LSsuugea verschie- 
dener Coelenterazinderivate (IQ-^ M) in Methanol mit jeweils 0. 10. 20 und 40 m1' 
Lysat in einem Gesamtvolumen von 75 jil fiir 3 Stunden bei 4°C inkubiert und die 
Lununeszenz nach der Zugabe von 25 ^ Calziumchlorid (Endkonzentration 5 mM) 
gemessen. Die Coelenterazine wurden von Sigma (Deutschland) bezogen! Bolinopsin 
zeigte mit aUen eingesezten Coelenterazinderivaten Biolumineszenzaktivitat. Die 
hSchste Aktivitat kOnnte mit dem nativen Coelenterazin gemessen werden. 

Die Fig. 9 zeigt die Coelenterazin-Derivate als potentielle Substrate fiir Bolinopsin 
und eine grafische Darstellung der Lumineszenzmessung fiir 30 Sekunden bei 8,7 kV 
im Luminometer (RLU, relative Hght units). 
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PatentansprOche 



Nukleinsaureanolekiil, ausgewShlt aus der Gruppe bestehead 



aus 



a) NukleinsauremolekiUen, die ein Polyp^tid kodieren, welches die 
Aminosauresequenz offenbart durch SEQ ID NO: 2 umfasst; 

b) NukleinsauremolekOlen. welche die in SEQ ID NO: 1 dargesteUte 
Sequenz umfassen; 

c) NukleinsauremolekiUen, deren komplementSrer Strang mit einem 
Nukleinsauremolekul aus a) oder b) unter stiingenten Bedingungeri 
hybridisiert und welche die biologische Funktion eines Photoproteins 
aufweisen; 

d) NukleinsauremolekOlen, welche sich auf Grund der Degenerierung des 
genetischen Kodes von den unter c) genannten unterscheiden; 

e) NukleinsauremolekOlen, welche eine Sequenzhomologie von min- 
destens 95 % zu SEQ ID NO: 1 zeigen, und welche die biologische 
Funktion eines Photoproteins aufweisen; und 

f) NukleinsauremolekiUen, welche eine Sequenzhomologie von 
mindestens 65% zu SEQ ID NO: 1 zeigen, und w:elche die biologische 
Fimktion eines Photoproteins aufweisen. 

2. NuMeinsaure nach Anspruch 1, welche einen funktionalen Promotor 5' zur 
das Photoprotein kodierenden Sequenz enUialt. 

3. Rekombinante. DNA oder RNA Vektoren, welche Nukleinsauren nach 
Anspruch 2 entiialten. 
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4. Orsanismen.dieemenVektorgemaBAnq)ruch3enthali 



ten. 



5. OUgonukleotide mit mehr als 10 aufeinanderfolgenden Nukleotiden, die 
identisch Oder komplementar zu einer Teilsequenz eines Nukleinsaure- 
molekuls gemSB Anspmch 1 sind. 

6. Polypeptid. das dun;h eine Niddeinsauresequenz nach Anspruch 1 kodiert ist. 

7. • Ver^en zur Expression der Photoprotein Polypeptide gemSss Anspruch 6 

in Bakterien. eukaryontischen Zellen oder in in vitro Expressionssystemen. 

8. Verfahren zur Aufreinigung/IsoUerung eines Photopiotein Polypeptides 
. gemass Anspruch 6! . 

9. Peptide mit mehr als 5 aufeinanderfolgenden AminosSnren, die immuno- 
logisch dutch Antikerper gegen das Photoprotein Bolinopsin erkannt werden. 

10. Verwendung einer fiir ein Photoprotein kodierende Nukleinsaiire gemSB den 
AnsprOchen 1 bis 3 als Marker- Oder Reportergen: 

11. Verwendung eines- Phptoproteins gemSB Anspruch 6 als Marker oder 
Reporter. 
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IsoMertes Photoprotein B olinonsin. sntyie dessen Verwendung 



Zusammenfassung 



Die Erfindung betriflft das Photoprotein Bolinopsin, dessen Nukleotid- und 
Aminosauresequenz, sowie die Aktivitat und Verwendung des Photoproteins 
Bolinopsin. 
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SKQUENCE LISTIHO 
<110> Bayer AG, BHC 

<120> iBoliertes Photoprotein Bolinopsin, sowie dessen Verwendung 



<130> Lb' a 36 792 

<160> 2 

<X70> Patentin version 3.1 

<210> 1 

<211> 621 

<212> DNA 

<213> Bolinopsis inf\mdibulum 

<400> 1 



atgcctctag acgagaccaa .caacgaaagc tatagatggc tgagaaqtqt aaataacaat fin 

tggcagtttg atgtogagga cgttcatcct aaaclgJL g£cggc?cta clKaqa?tc 120 

ttttl'^ll''^ atctagacag tgacggtcgt atggacatgg acgagatcct gtalt|gcco llo 

gacagaatga ggcagctggt gaacgcttct gacgaacaig tcgaiaagat gagggc?qct llo 

tooottaaao caaaggagtg gatlcagall aglgactcct caggacgac 300 

tgggttgagg ctaacagagt atttgctgag gctgaaagag agagggaacg acatqacata 3 so 

ccctccttga ttggtctttt gtcagacgct tac?acglt| tlcSggatgl tglcgltga? 42? 

pSqcc?acf «=fto?^^^* actcaaaacc atgatgaagg cttttlatft glccllggag tlo 

gctgcctaca Ccttotttaa gaaagctgac acggataata gtggaaaact ggagagaaqc 540 

iro^Tclt l^lZll^ aaagttctgg atggaatcct LStcctca Sglgl^lt III 



<210> 2 , 

<211> 206 

<212> PRT 

<213> Bolinopsis infiindibulum 



<400> 2 
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Glu 
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Ser 
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Tyr 


Asp. Pro Gin 






195 



10 15 
Gin Phe Asp Val Glu Asp Val His Pro Lys Gl 

25 30 
Lys Arg Phe Asp Thr Phe Asp Leu Asp Ser As 

40 45 
Asp Glu lie Leu Tyr Trp Pro Asp Arg Met Ar 

55 60 
Ser Asp Glu Gin Val Glu Lys Met Arg Ala Al 
Z? 75 80 

His Asn Lys Gly Val Asp Pro Glu Lys Gly Le 

90 95 
Val Glu Ala Asn Arg Val Phe Ala Glu Ala Gl 

105 110 
Arg Gly Met Pro Ser Leu lie Gly Leu Leu Se 

120 12I 
Val Leu Asp Asp Asp Gly Asp Gly Thr Val As 

135 140 
Thr Met Met Lys Ala Phe Asp Val Pro Gin 
150 155 

Phe Lys Lys Ala Asp Thr Asp Asn Ser Gly 
170 ■ 175 

Leu Val His Leu Phe Arg Lys Phe Trp Met 

185 190 
Trp Asp Gly Val Tyr Ala Tyr Lys Tyr 
200 205 



160 



This Page is Inserted by IFW Indexing and Scanning 
Operations and is not part of the Official Record 

BEST AVAILABLE IMAGES 

Defective images within this document are accurate representations of the original 
documents submitted by the applicant. 

Defects in the images include but are not limited to the items checked: 

□ BLACK BORDERS 

□ IMAGE CUT OFF AT TOP, BOTTOM OR SfflES 

□^ded text or drawing 

□Blurred or illegible text or drawing 

□ skewed/slanted images 

□ COLOR or black AND WHITE PHOTOGRAPHS 

□ GRAY SCALE DOCUMENTS 

□IlINES or marks ON ORIGINAL DOCUMENT 

□ REFERENCE(S) OR EXHIBIT(S) SUBMITTED ARE POOR QUALITY 

□ OTHER: , 

IMAGES ARE BEST AVAILABLE COPY. 
As rescanning these documents will not correct the image 
problems checked, please do not report these problems to 
the IFW Image Problem Mailbox. 



